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Résumé Le test OptiMAL-IT® a été évalué par rapport aux
techniques microscopiques dans le cadre du diagnostic et du
dépistage du paludisme d’importation en Tunisie. L’étude
prospective a porté sur 500 individus recrutés entre septem-
bre 2010 et septembre 2012 au service de parasitologie de
I’Institut Pasteur de Tunis ; 192 patients et 308 étudiants ori-
ginaires de zones d’endémie. Tous ont bénéficié d’un préle-
vement de sang sur lequel ont été réalisés un frottis sanguin,
une goutte épaisse et le test OptiMAL-IT®. Soixante indivi-
dus se sont révélés infectés par Plasmodium (12 %). Les taux
de positivité sont respectivement de 22,5 % chez les patients
symptomatiques (44 cas) et 52 % chez les étudiants
asymptomatiques (16 cas) (p<0,01). La sensibilité et la spé-
cificité du test OptiMAL-IT® ont été respectivement de
88,6 % et de 100 % au cours de la maladie. La concordance
kappa a été de 0,92. Chez les sujets asymptomatiques, la
sensibilité et la spécificité du test ont été respectivement de
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68,8 % et 98,3 % avec une concordance entre les deux tech-
niques de 0,67.

Mots clés Paludisme - Plasmodium falciparum -
Test de diagnostic rapide - Dépistage - Tunis - Tunisie -
Maghreb-Afrique du Nord

Abstract The rapid test OptiMAL-IT® was evaluated in the
diagnosis and the screening of imported malaria in Tunisia in
comparison with microscopic techniques. This prospective
study focused on 500 individuals recruited from September
2010 to September 2012 in laboratory of Parasitology of
Pasteur Institute of Tunis. They include 192 patients with
clinical manifestations suggestive of malaria and 308 stu-
dents originating from endemic areas. Microscopy of thick-
and-thin blood smears and OptiMAL-IT® test were systema-
tically performed on blood samples of all participants. Sixty
individuals revealed infected by Plasmodium (12%). Positi-
vity rates were respectively 20.3% in patients (44 cases) and
5.2% among asymptomatic students (16 cases) (p<0.01).
The sensitivity and specificity of the OptiMAL-IT® test were
respectively 88.6% and 100%. The concordance kappa was
0.92. The sensitivity and specificity during the screening of
asymptomatic subjects were respectively 68.8% and 98.3%
with a concordance of 0.67.

Keywords Malaria - Plasmodium falciparum -

Rapid diagnostic test - Screening - Tunis - Tunisia -
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Introduction
Le paludisme sévissait en Tunisie sous une forme endémo-

épidémique avec une incidence moyenne d’environ 10000
cas par an [5]. En 1956, un programme d’élimination,
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appuy¢ par 1’Organisation mondiale de la santé, a été lancé
et a abouti a l'arrét de la transmission en 1979 [2].
Depuis, seuls des cas d’importation et quelques cas post-
transfusionnels sont répertoriés dans le pays [4]. Une aug-
mentation de I’incidence du paludisme d’importation est
cependant notée ces dernicres années avec un nombre cumu-
latif de cas annuels qui est passé d’environ 10 cas au début
des années 80 a plus de 50 cas dans les années 2000 [16].
Cette augmentation des cas, associée a la persistance de
I’anophélisme [3], traduit un risque potentiel de réémergence
de la parasitose [1,6]. C’est pourquoi un programme national
est en place pour contrdler la situation épidémiologique [16].
Le diagnostic et le traitement précoces des cas cliniques et le
dépistage des porteurs asymptomatiques de parasites en
représentent les piliers. La goutte épaisse (GE) et le frottis
sanguin (FS), par ailleurs de lecture longue et nécessitant un
personnel expérimenté, restent les techniques de référence
utilisées dans le cadre de ce programme [20]. L’introduction
de nouvelles techniques simples et fiables, telles que les tests
de diagnostic rapide (TDR) recommandés par ’OMS depuis
1993 [21], est envisagée pour améliorer le dépistage et le
diagnostic des cas cliniques.

Le but de cette étude était d’évaluer les performances du
test OptiMAL-IT® par rapport aux techniques microsco-
piques, aussi bien dans le diagnostic que le dépistage du
paludisme d’importation, et de discuter I’intérét de son intro-
duction dans le contexte épidémiologique tunisien.

Matériel et méthodes
Populations étudiées

Ce travail est une étude prospective conduite de septembre
2010 a septembre 2012 au service de parasitologie-
mycologie de I’Institut Pasteur de Tunis. Elle a été réalisée
dans le cadre d’un projet de recherche financé par ’OMS et
validée par le comité d’éthique médicale de I’Institut Pasteur
de Tunis.

Cinq cents individus répartis en deux groupes ont été
recrutés :

® 192 patients présentant des manifestations cliniques évo-
catrices de paludisme. Il s’agissait essentiellement de res-
sortissants de pays d’endémie et de Tunisiens de retour de
zones impaludées qui nous ont été adressés par des méde-
cins hospitaliers ou de libre pratique pour confirmation
biologique de suspicions cliniques de paludisme ;

e 308 ¢étudiants non-résidents permanents en Tunisie
(ENRPT), originaires de zones d’endémie palustre, préle-
vés en vue d’un dépistage systématique dans le cadre du
controle des maladies infecticuses et parasitaires dans
notre pays.
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Tous étaient asymptomatiques lors du prélévement.

Pour chaque sujet recruté, une fiche de renseignements a
été remplie précisant I’age, le sexe, la nationalité, la profes-
sion, le pays présumé de contamination, les signes cliniques
et la notion de prise d’une chimioprophylaxie ou d’antipalu-
diques. Les patients ayant déja regu un traitement antipalu-
dique pour un accés palustre antérieur et qui nous ont été
adressés pour des controles post-thérapeutiques ont été
exclus de cette étude. Un consentement éclairé a été obtenu
pour chaque individu recruté. Il est également a préciser
qu’un traitement antipaludique gratuit a été prescrit a 1’inté-
ressé chaque fois que le diagnostic de paludisme a été retenu.

Méthodes

Chaque individu a bénéficié d’un prélévement de sang par
ponction veineuse et récolté sur un anticoagulant (EDTA).
On a réalisé pour chaque prélévement :

® une GE et un FS colorés au Giemsa et lus au microscope a
la recherche de Plasmodium (P.). Les parasitémies ont été
exprimées pour 1’espece P. falciparum en parasites/pl de
sang. Le calcul s’est basé sur le nombre de parasites
observés par rapport au nombre de leucocytes rapporté a
un nombre théorique de 8000 leucocytes/pl de sang [20] ;

e un test OptiMAL-IT® (DiaMed, Suisse), basé sur le prin-
cipe de I'immunochromatographie, détectant la lactate
déshydrogénase parasitaire (pLDH) de P. falciparum et
du genre Plasmodium sans distinction des trois autres
especes.

Analyse des résultats

Les données collectées ont été introduites puis analysées
avec le logiciel SPSS 17.0. La comparaison des variables
qualitatives a utilisé le test de X ainsi que ceux de Pearson
et de Fisher pour les effectifs théoriques inférieurs a 5. Le
seuil de signification a été fixé a P<0,05. Le degré d’accord
permettant d’évaluer 1’agrément entre les résultats de la
microscopie et du test OptiMAL-IT® a été estimé en utilisant
le test non paramétrique Kappa de Cohen. La méthode utili-
sée comme test de référence lors de I’étude a été la micro-
scopie en combinant la positivité¢ de la GE et/ou du FS.

Résultats
Description des populations étudiées
Les 192 patients étudiés dans le cadre du diagnostic du palu-

disme avaient un age moyen de 35£15 ans. Leur sex-ratio
était égal a 2,1. Plus de la moitié (50,5 %) était des Tunisiens,
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49,5 % étaient des étrangers originaires de pays d’Afrique
dans 45,3 % ; les Européens représentaient 0,5 % des cas.

Les ENRPT étudiés dans le cadre du dépistage du portage
asymptomatique de Plasmodium avaient un dge moyen de
2344 ans, avec des extrémes de 16 et 35 ans. Le sex-ratio
était de 1,5. IIs étaient tous originaires de pays d’Afrique
sub-saharienne et particuliérement du Cameroun (25,3 %),
de la Cote d’Ivoire (22,4 %) et du Congo (14,3 %).

Microscopie

Parmi les 500 individus étudiés, 60 étaient infectés par Plas-
modium (12 %). Les taux de positivité étaient respective-
ment de 22,5 % dans le cadre du diagnostic chez les indivi-
dus présentant des signes évocateurs de paludisme (44 cas)
et de 5,2 % au cours du dépistage systématique chez les
ENRPT asymptomatiques (16 cas), p<0,001.

Parmi les 44 cas diagnostiqués chez les patients sympto-
matiques, le FS n’était positif que sur 41 prélévements soit
une sensibilité de 93,2 % par rapport a la goutte épaisse,
positive dans tous les cas. L’identification des espéces impli-
quées chez les patients infectés a pu étre faite dans tous les
cas. Elle a montré que P. falciparum a été de loin I’espéce la
plus fréquente (77,3 %). P. ovale et P. vivax ont été identifiés
chacun dans quatre cas (18,2 %). P. malariae a ét¢ mis en
évidence dans 4,5 % des cas. Aucune infection mixte n’a été
relevée. Les gamétocytes ont été mis en évidence chez trois
patients (6,8 %) dont deux cas correspondaient a une pré-
sence exclusive de gamétocytes de P. falciparum.

Chez les étudiants asymptomatiques, 16 cas ont été diag-
nostiqués par la GE, alors que le FS n’était positif que dans
12 prélévements soit une sensibilité de 75 %. P. falciparum
était en cause dans tous les cas. La présence exclusive de
gamétocytes de P. falciparum a été notée chez deux étu-
diants, soit 12,5 % des sujets infectés. La répartition des
sujets positifs selon le lieu de contamination montre que
I’ Afrique subsaharienne (ASS) est le lieu présumé d’infec-
tion de la presque totalité des cas (96,5 %). Seuls quatre cas
se seraient contaminés en Asie. Les pays les plus concernés
ont été la Cote d’Ivoire (15 cas), le Burkina Faso (7 cas) et le
Niger (7 cas) (Fig. 1).

Résultats du TDR

Résultats du test OptiMAL-IT® chez les sujets
symptomatiques

Le test OptiMAL-IT® a détecté 39 infections parmi les
44 diagnostiquées par la microscopie (Tableau 1). Aucun
patient ne s’est révélé positif parmi les 148 négatifs en
microscopie. La sensibilité du test a été de 88,6 % (intervalle
de confiance (IC) de 95 % : 78,4-97,1), sa spécificité a été de
100 % et les valeurs prédictives positives (VPP) et négatives

' ™\
Nombre de cas

Fig. 1 Répartition des cas selon le lieu présumé de la contamination /
Geographical origin of contamination of imported malaria cases

(VPN) on été respectivement de 100 % et de 97 % (IC de
95 %: 94-99). Le test n’a permis de détecter que 2 infections
a P, ovale parmi les quatre cas diagnostiqués en microscopie.
Les cas de parasitisme a P. vivax et P. malariae ont été tous
détectés. Le test de Kappa de Cohen montre qu’il existe une
excellente concordance entre les résultats du TDR et la
microscopie (k = 0,92).

Résultats du test OptiMAL-IT® chez les sujets
asymptomatiques

Parmi les 16 ENRPT diagnostiqués, seuls 11 étaient positifs
par le test OptiMAL-IT®. Cependant, cinq prélévements
négatifs en microscopie, se sont révélés positifs au TDR
(Tableau 2). L’étude de la valeur diagnostique du test
OptiMAL-IT® dans la détection des sujets asymptomatiques
montre une sensibilité de 68,8 % (IC de 95 % : 44,4-91,6) et
une spécificité de 98,3 % (IC de 95 % : 96,6-99,7). Les VPP
et VPN ont été respectivement de 68,6 % (IC de 95 % : 63,4-
71,2) et 98,1 % (IC de 95 % : 96,5-99,5). Le test Kappa de
Cohen réalisé sur I’ensemble des prélévements montre une
concordance entre les résultats du test OptiMAL-IT® et la
microscopie de 0,67.

Résultats du test OptiMAL-IT® selon la parasitémie
pour Uinfection a P. falciparum

P. falciparum a ét¢ identifié chez 50 individus de notre étude.
Les performances du test OptiMAL-IT® dans la détection
des cas a P. falciparum montre une sensibilité de 84 % et
une spécificité de 98,9 %. Les VPP et VPN ont été respecti-
vement de 89,4 % et 98,5 %. Pour les 46 sujets porteurs de
stades asexués de P, falciparum associés ou non a des gamé-
tocytes, les faux négatifs observés avec le test OptiMAL-IT®
(n=5) correspondaient tous a des parasitémies faibles,
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Tableau 1 Résultats du test OptiMAL-IT® et de la microscopie dans le diagnostic du paludisme chez les sujets symptomatiques /
Results of the test OptiMAL-IT® and the microscopy in the diagnosis of malaria of symptomatic subjecis.

La microscopie

+ - Total
Test OptiMAL-IT® + 39 0 39
- 5 148 153
Total 44 148 192

Tableau 2 Résultats du test OptiMAL-IT® et de la microscopie dans le dépistage du paludisme chez les sujets asymptomatiques /
Results of the test OptiMAL-IT® and the microscopy in the screening of malaria of asymptomatic subjects.

La microscopie

+ - Total
Test OptiMAL-IT® + 11 5 16
- 5 287 292
Total 16 292 308

inférieures a 100/ul de sang dans trois cas et entre 100 et
1000 parasites/pl dans deux cas. La sensibilité du test pour
les parasitémies supéricures a 100 parasites/ul était de
95,3 %. Il est a noter que les parasitémies a P. falciparum
observées chez les étudiants asymptomatiques étaient peu
¢élevées, inférieures a 100 parasites/pl dans 18,7 % des cas
(3/16) alors que seulement 5,9 % des patients symptoma-
tiques (2/34) avaient des parasitémies entre 100 et 1000
parasites/pl et aucun moins de 100 parasites/pl.

Résultats du test OptiMAL-IT® pour les stades sexués

Le test OptiMAL-IT® n’a permis de détecter qu’un seul cas
(25 %) parmi les quatre sujets porteurs de gamétocytes.

Discussion

Les résultats de notre étude confirment 1’augmentation de
I’incidence du paludisme en Tunisie. En effet, 60 patients
ont été diagnostiqués seulement en 25 mois rien qu’a 1’Ins-
titut Pasteur de Tunis. Ces cas constituent un réservoir poten-
tiel de Plasmodium et représentent, en présence d’anophé-
lisme, un risque de reprise de transmission du paludisme
dans notre pays. La présence de porteurs asymptomatiques
détectés par cette étude témoigne de I’intérét de ce dépistage
instauré dans le cadre du programme national de contrdle du
paludisme chez les personnes a risque, en particulier chez les
sujets en provenance des pays d’Afrique de 1’Ouest, particu-
lierement le Cameroun, la Cote d’Ivoire et le Congo (Fig. 1).
La mise en évidence de porteurs de gamétocytes constitue
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une source concrete de contamination pour les anopheles
locaux.

Les performances observées avec le test OptiMAL-IT®
sont comparables a celles déja rapportées en dehors des
zones d’endémie. Ainsi, Jelinek et al ont trouvé chez des
voyageurs symptomatiques une sensibilit¢ de 88,7 % et
une spécificité de 99,4 % [12]. Alors que Palmer et al ont
rapporté aux Etats-Unis une sensibilité de 98 % et une spé-
cificité de 100 % [23]. La VPN du TDR (97 %) est égale-
ment proche de celles rapportées par Jelinek (96,7 %) et
Palmer (99 %) [12,23]. Cette VPN élevée est intéressante
pour écarter le diagnostic de paludisme chez les sujets fébri-
les a risque. Chez les ENRPT, les valeurs de sensibilité du
test OptiMAL-IT® (68,8 %) et de spécificité (98,3 %) sont
également proches de celles rapportées par Fryaff et al en
Indonésie chez 505 individus comparables (60,4 % et
97,1 %) [7].

Au cours de I'infection par P. falciparum, la sensibilité et
la spécificité du test OptiMAL-IT® ont été similaires a celles
trouvées par Moody, Pattanasim et Van den Broek
[17,25,27]. La sensibilité du test a été particulierement éle-
vée (95,3 %) pour les parasitémies supérieures a 100 para-
sites/pl, ce qui est conforme aux observations de nombreux
auteurs [11,15,24]. L’existence de faux négatifs pourrait étre
liée le plus souvent a des parasitémies faibles, ou bien a la
présence de complexes immuns circulants, d’anticorps
bloquants ou a un polymorphisme du géne codant la pLDH
[11,13,14]. La négativité du TDR en présence de stade sexué
de P. falciparum serait en rapport avec I’absence de produc-
tion d’Ag pLDH par les gamétocytes agés [10,11,19].
La sensibilité du test OptiMAL-IT® dépend également de
I’espece plasmodiale impliquée. Elle a été¢ de 50 % au cours
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des infections a P. ovale. Plusieurs auteurs ont fait des obser-
vations similaires qu’ils expliquent par la présence de cer-
tains isomeres de 1’antigéne pLDH non identifiables par
I’anticorps monoclonal utilisé [9,26,27].

Pour les sujets symptomatiques, notre étude a montré une
bonne concordance du test avec la microscopie pour les
charges parasitaires a P. falciparum supérieures a 100 para-
sites/ul. De telles performances sont conformes aux recom-
mandations de ’OMS [22].

Par conséquent, I’introduction du test OptiMAL-IT® dans
les laboratoires non spécialisés peut se justifier et présenter
un intérét considérable, pour pallier le manque d’expertises
des microscopistes non spécialisés. Il présente I’avantage de
différencier P. falciparum des autres espéces plasmodiales,
d’étre d’exécution rapide sur des prélévements pouvant étre
conservés a température ambiante et d’éviter des traitements
antipaludiques présomptifs. Il est actuellement disponible en
Tunisie et présente un cout relativement faible avec un
prix unitaire de I’ordre de 2 € pour un conditionnement de
24 tests. Toutefois, sa négativité ne doit pas écarter le diag-
nostic d’un accés palustre particulierement chez les voya-
geurs non immuns ayant pris une chimioprophylaxie irrégu-
liecre ou mal adaptée nécessitant alors le controle par un
examen microscopique.

La faible sensibilité du test OptiMAL-IT® chez les por-
teurs asymptomatiques (68,8 %) devrait dissuader de son
utilisation seule pour le dépistage, ces sujets pouvant consti-
tuer un réservoir potentiel et un risque pour la reprise de la
transmission du paludisme dans notre pays [1]. Par ail-
leurs, le pourcentage élevé de faux positifs observé impose
un contrdle par une GE et un FS. Ces faux positifs peuvent
cependant correspondre a des prises non déclarées d’antipa-
ludiques, puisque que la pLDH peut étre détectée jusqu’a
5 jours apres le traitement [3]. D’autres faux positifs pour-
raient étre dus a des réactions croisées avec des facteurs rhu-
matoides et des anticorps hétérophiles [8,11,27].

Conclusion

Le paludisme reste une maladie a risque en Tunisie & cause
de ’augmentation des cas importés et de 1’anophélisme per-
sistant. L’utilisation du test OptiMAL-IT® a des fins diag-
nostiques chez les sujets symptomatiques vus en consulta-
tion et dans les urgences médicales, s’avere utile et adaptée a
la situation épidémiologique et parasitologique du palu-
disme d’importation en Tunisie. Elle permet de diagnosti-
quer et de traiter précocement les cas importés, réduisant le
réservoir potentiel du parasite et prévenant ainsi la réintro-
duction de la maladie.
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